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VERTRAG USER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT 
/A DEM GEBIET DES PATENT ^SENS 

PCT 

INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 
(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder An waits 

958001 pet 


WEI TERES siehe Mitteilung uber die Ubermittlung des internationalen 
/ Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/^iG) sowie, soweit 
/VORGEHEN zutrefTend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen S 

PCT/ EP 95/ 03757 \ >r 


Internationales Anmeldedatum 
( Tag\Monat\Jahr ) 

22/09/95 


(Fruhestes) Prioritatsdalum ( TagfMonatfJahr) 

28/09/94 


Anmelder 

FORSSMANN, Wolf-Georg et al . 



Dieser inter nation ale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde ersteltt und wird dem Anmelder gemafl 
Artikel 18 iibermittelt. Eine Kopie wird dem Internationalen Biiro ubermittelt. 

Dieser international Recherchenbericht umfaflt insgesamt _4 Blatter. 

f)("| Dariiber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik bei. 



1. Bestimmte Ansp ruche haben sich als nicht recherchierfaar erwiesen (siehe Feld I). 

2. Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 

3. [V] In der internationalen Anmeldung ist ein ProtokoII ciner Nudeotid- und/ oder Aminosauresequenz offenbart; die Internationale 

Recherche wurde auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt, 

| X | das zusammen mit der internationalen Anmeldung eingereicht wurde. 

| | das vom Anmelder getrennt von der internationalen Anmeldung vorgelegt wurde, 

| [ dem jedoch keine Erklarung beigefiigt war, dafl der Inhalt des Protokolls nicht uber den 
— Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung in der eingereichten Fas sung hinausgeht. 

| | das von der Internationalen Recherchenbehorde in die ordnungsgemaBe Form ubertragen 1 wurde. 

4. HinsichUich der Bezeichnung der Erfindung 

| y I wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigL 
| | wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzC 



5. HinsichUich der Zusammenfassung 

[ y [ wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigL 

| | wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der Feld III angegebenen Fassung von dieser Behorde 

festgesetzL Der Anmelder kann der Internationalen Recherchenbehorde innerhalb eines Monats nach 
dem Datum der Absendung dieses internationalen Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 



Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroiTentlichen: 

Abb. Nr. wie vom Anmelder vorgescWagen keine der Abb. 

| | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 
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A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C07K14/635 C07K16/24 G01N33/78 



Nach der International en Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen KlasaTikation und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter MindcstprufstofT (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 6 C07K G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweit dicse unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der intemationalen Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete SuchbegrifTe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kate gone" Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



WO, A, 94 03201 (HILLIKER SANDRA R) 

17.Februar 1994 

siehe Anspriiche; Bei spiel 1 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 96, no. 21, 

24. Mai 1982 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 174594, 

NAKAMURA, RYUICHI ET AL 'Action of 

fragments of human parathyroid hormone on 

blood pressure in rats' 

siehe Zusammenf assung 

& ENDOCRINOL. JPN. (1981), 28(4), 547-9 
CODEN: ECJPAE;ISSN: 0013-7219, 
1981 

-/— 



1,2 



1,2 



Weitere VerofTentlichungen and der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 
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Siehe Anhang Patentfamilie 



w Besondere Kategorien von angegebenen VerofTentlichungen 

"A* Veroffentlichung, die den allgemcinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

*E" al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L* Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Priohtatsanspruch zweifelhait er- 
scheinen zu lass en, oder durch die das Veroffendichungs datum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belcgt werdcn 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

*0* Veroffentlichung, die sich auf cine mundliche Offenharung, 

einc Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P* Veroflentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist 



*T* Spate re Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Priori tatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondem nur zumVerstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundel i egenden 
Theorie angegeben ist 

'X* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkat beruhend betrachtet werden 

*Y* Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

*&" Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



lO.Januar 1996 



Abscndedatum des intemationalen Recherchenberichts 



26. 01. es 



Name und Postanschrift der Internationale Recherchenbehorde 
Euro pais ches Patentamt, P.B. S818 PatenUaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevollmachtigter Bediensteter 



Fuhr, C 
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C^Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



fCategorie* Bczeichnung der Veroffentlichung, sowdt erforderlich unter Angabc der in Bctracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 96, no. 5, 
l.Februar 1982 
Columbus, Ohio, US; 
abstract no. 29060, 

NUSSBAUM, SAMUEL R. ET AL 'Monoclonal 
antibodies directed against the 
biologically active region of parathyroid 
hormone 1 

siehe Zusammenfassung 
& MONOCLONAL ANTIBODIES ENDOCR. RES. 
(1981), 181-92. EDITOR(S): FELLOWS, ROBERT 
E.;EISENBARTH, GEORGE S. PUBLISHER: RAVEN, 
NEW YORK, N. Y. CODEN: 46PAAZ, 
1981 

JOURNAL OF IMMUNOASSAY, 

Bd. 13, Nr. 1, 1992 NEW YORK, US, 

Seiten 1-13, 

J. TAMPE ET AL. 'Characterization of 
Antibodies against Human N-Terminal 
Parathyroid Hormone by Epitope Mapping' 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe Seite 2, Absatz 2 
siehe Seite 4, Absatz 1 
siehe 'results' und 'discussion* auf den 
Seiten 5-12 

J. PHARMACOL. EXP. THER. (1981), 216(3), 
567-71 CODEN: JPETAB;ISSN: 0022-3565, 
1981 

PANG, PETER K. T. ET AL 'Hypotensive 
action of synthetic fragments of 
parathyroid hormone' 

siehe Seite 567, rechte Spalte, Absatz 2 
siehe Seite 568, rechte Spalte, Absatz 5; 
Abbildung 1; Tabelle 1 

CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 95, no. 17, 

26.0ktober 1981 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 144316, 

HASHIMOTO, KEITAR0 ET AL 'Effects of 

parathyroid hormone and related 

polypeptides on the heart and coronary 

circulation of dogs' 

siehe Zusammenfassung 

& J. CARDI0VASC. PHARMACOL. (1981), 3(4), 
668-76 CODEN: JCPCDT;ISSN: 0160-2446, 
1981 

FR.A.2 550 204 (T0Y0 J0Z0 KK) 8.Februar 
1985 

siehe Fragment 10 auf Seite 25 und 
Fragment 40 auf Seite 50 

-/— 
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K-ategorie" Bezeichnung dcr VerofFentlichung, soweit erforderlich untcr Angabc der in Betracht kommcnden Teile 



Bctr. Anspruch Nr. 



E. Wingender et al . 'Structure- 
Function Relationship in Parathyroid 
Hormone 1 in: 

Advances in Protein Design, International 
Workshop 1988, GBF Monographs, Vol. 12, 
ed. by 

H. Blocker, J. Collins, R.D. Schmid, D. 
Schomburg; pub. by VCH, 1988, p. 167-176, 
siehe Seite 169, Absatz 3 

ADVANCES IN EXPERIMENTAL MEDICINE AND 
BIOLOGY, 

Bd. 208, 1986 NEW YORK, US, 
Seiten 315-327, 

L.H. CAPORALE AND M. ROSENBLATT 
'Parathyroid Hormone Antagonists effective 
in vivo 1 

siehe Abbildung 1 

WO, A, 91 06564 (FORSSMANN WOLF GEORG) 
16. Mai 1991 

siehe Seite 5, Absatz 3; Anspriiche 1-5,14 

DE,A,33 47 548 (JUEPPNER HARALD WERNER DR 
MED;HESCH ROLF DIETER) 11. Jul i 1985 
siehe Anspriiche; Beispiele 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



(PCTArticlc 36 and Rule 70) 


Applicant's or agent's file reference 
9580001 pet 


e*vmT*ui?D a tttam See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTION preliminary Exami naiion Report (Form PCT/IPEAM16) 


International application No. 
PCT/EP 95/03757 


International filing date (day/month /year) 
22.09-1995 


Priority date (day/monch/year) 
28.09-1994 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 






C07K14/635 




Applicant 

FORSSMANN, Wolf-Georg et al. 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

This REPORT consists of a total of 6 sheets, including this cover sheet. 

EThis report is also accompanied by ANNEXES, i.e.. sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and arc the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see 
Rule 70. 16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



11 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
I |^ Basis of the report 



II 



Priority 



Hi Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 

IV ^] Lack of unity of the invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 



VI 
VII 



0 
□ 



VIII Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 
23.04.1996 


Date of completion of this report 
17-12. 1996 


Name and mailing address of the IPEA/ EP 


Authorized officer 

Telephone No. 
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V. Reasoned statement under Ardde 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

I . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (lA) 



2. Citations and explanations 

Novelty: 

Several peptides listed in claim 1 are already described in 
the prior art (see, for example, WO-A-94/03201 (1) , page 9, 
fragment 24 - 37 (1), FR-A-2 550 204 (2), fragments 10 and 
40, Journal of Immunoassay, Vol. 13, No. 1, 1992, pages 
1-13, J. Tampe et al . (3), Journal of Pharmacology and 
Exp. Ther. (1981), 216(3), 567 - 571, P. K, T. Pang et al . 
(4), see fragment 24 - 34, page 568, last paragraph, and 
Chemical Abstracts, Vol. 96, No. 21, 24.05.82, abstract No 
174594, R. Nakamura et al. (5), see fragment 1-7). 
Although the sequences of the specified peptide fragments 
are not explicitly mentioned in (1) - (3) and (5), the 
corresponding peptides in claim 1 are nevertheless deprived 
of novelty, firstly because the hPTH sequence is defined in 
the prior art (see, for example, Advances in Protein 
Design, International Workshop 1988, GBF Monographs, Vol. 
12, Wingender E. et al. (6), page 170, Figure 1 and 
secondly because the designation of the hPTH peptide 
fragments used in the cited documents conforms to the 
universally accepted standard nomenclature, and therefore a 
person skilled in the art knows immediately which sequence 
of the corresponding peptide fragment is encompassed. In 
addition, the sequence of fragment 1 - 6 in (3) can be 
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InWJTTauonal application No. 
PCT/EP 95/03757 



derived from the sequence of fragment 24 - 30 disclosed in 
(3) . As well as the peptide fragment 1-6, the fragments 
9-14, 13-18 and 24 - 29 claimed in claim 1 are also 
deprived of novelty by (3), because they are inherently 
disclosed in (3) (see page 4, first paragraph and Figures). 

Although the peptide fragments described in (2) have 
protective groups as well on the amino acids, the fragments 
of formulae (10) and (40) are prejudicial to novelty for 
the fragments 1-7 and 24 - 28 claimed in claim 1, because 
it is cl^ar from claim 2, which is dependent on claim 1, 
that the peptide fragments are not restricted to the form 
shown in claim 1, but that the amino acids may also be 
present in modified form. 

Consequently, the subject matter of the present claim 1 
does not comply with the requirements of PCT Article 33(2) 
and ( 3 ) . 

The same considerations apply to claim 2. the novelty of 
which is anticipated by the teaching of (2) . 



Inventive step: 

None of the available documents deals with the problem 
addressed by the present application, i.e.. the provision 
of peptide fragments from hPTH which make it possible to 
produce antibodies that enable active hPTH peptide 
fragments to be distinguished from non-active hPTH peptide 
fragments. Consequently, the subject matter of claims 
3-5 appears to involve an inventive step, having regard 
to the available prior art (PCT Article 33(3)). 
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VII. Certain defects in the international application 

The following dcfect&in the form or contents of the international application have been noted: 

The applicant is advised that, if the present international 
application is prosecuted as a European-PCT application, 
the subject matter of claims 3 and 4, which are so-called 
product -by-process claims, would not be considered either 
novel or inventive, because the antibodies defined in these 
claims are indistinguishable from, for example, the 
monoclonal antibody Al-64 disclosed in (3) or those 
described in Chemical Abstracts. Vol. 96, No. 5, 01.02.82, 
abstract No. 29060, S. R. Nussbaumer et al . (6). 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 

958 0001 pet 
International application No. 

PCT/EP 95/03757 

international Patent Classification (IPC) or national classil.cauon and IPC 



See Notification of Transmittal of International 
FOR FURTHER ACTIO N p, ttiminaly Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 

rntern^onalfilingdateCday/month/year) PW--^^^ 
22.09.1995 1 28.09. 1*** 



C07K14/635 



App,iCant FORSSMANN, Wolf-Georg et al. 



. nrmared bv this International Preliminary Examining Authority 

, Tbisir^onalpreUrmnaryexarninationrepo^ 

and is transmitted to the applicant according to Article 36. 

. t c «heets including this cover sheet. 
2 This REPORT consists of a total of § sheets, inciu * 

Triese annexes consist o f a total of 11 _ sheets. 

3. This report contains indications relating to the following items: 
I JxJ Basis of the report 

• u ^ t rt nnvHtv inventive step and industrial applicability 
m g Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive P 

fV n Lack of unity of the invention 

. Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
v m Reasoned statement under Article JDU) wiui ic&m 
} £l citations and explanations supporting such statement 

VI Certain documents cited 

VH (x] dcfecls in in tcrnationalapplication 

Vm Q Certain observations on the international application 



Date of submission of the demand 
23.04.1996 
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FormPCT/IPEA/409 (cover sheet) (January 1994) 



Date of completion of this report 
17.12.1996 

Authorized officer 
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(Continuation of V.2) 

derived from the sequence of fragment 24-30 disclosed in 
(3). As well as the peptide fragment 1-6, the fragments 
9-14, 13-18 and 24-29 claimed in claim 1 are also 
deprived of novelty by (3), because they are inherently 
disclosed in (3) (see page 4, first paragraph and Figures). 

Although the peptide fragments described in (2) have 
protective groups as well on the amino acids, the fragments 
of formulae (10) and (40) are prejudicial to novelty for 
the fragments 1-7 and 24 - 28 claimed in claim 1, because 
it is clear from claim 2, which is dependent on claim 1, 
that the peptide fragments are not restricted to the form 
shown in claim 1, but that the amino acids may also be 
present in modified form. 

Consequently, the subject matter of the present claim 1 
does not comply with the requirements of PCT Article 33(2) 
and (3) . 

The same considerations apply to claim 2, the novelty of 
which is anticipated by the teaching of (2) . 

Inventive step: 

None of the available documents deals with the problem 
addressed by the present application, i.e., the provision 
of peptide fragments from hPTH which make it possible to 
produce antibodies that enable active hPTH peptide 
fragments to be distinguished from non-active hPTH peptide 
fragments. Consequently, the subject matter of claims 
3-5 appears to involve an inventive step, having regard 
to the available prior art (PCT Article 33(3)) . 
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Peptide aus der Sequenz des hPTH (1-37) 

Die vorliegende Erfindung betrifft Peptide aus der Sequenz 
5 des hPTH (1-37), ein Diagnostikum erhaltlich durch Immuni- 
sierung von Tieren mit den Peptiden, Antikorper Oder deren 
Fragmente erhaltlich durch Immunisierung von Tieren mit den 
Peptiden sowie die Verwendung der Peptide zur Herstellung 
eines Mittels zur Diagnose von biologisch aktivem h-PTH. 

10 

Humanes Parathormon ( hPTH ) , ein lineares Polypeptid aus 84 
Aminosauren, spielt eine wichtige Rolle in der Regulation 
des Calciumstoffwechsels. Der Metabolismus dieses Hormons 
fuhrt zu einer groBen Zahl C-terminaler Fragmente, deren 

15 biologische Funktion noch nicht geklart ist. Als zirkulie- 
rendes N-terminales Fragment ist das hPTH 1-37 festgelegt 
(EP-A 0 349 545). Dieses Fragment besitzt die voile biologi- 
sche Aktivitat des Gesamthormons . Diese nimmt allerdings bei 
Verlust der ersten Aminosaure, Serin, deutlich ab und geht 

20 ohne die ersten beiden Aminosauren, Serin und Valin, vollig 
verloren. 

Fur das intakte Hormon hPTH 1-84 und fur das N-terminale 
Fragment werden Serumkonzentrationen im Bereich von 

25 10" A ^ mol/1 gemessen. Zur Bestimmung solch niedriger Konzen- 
trationen bedient man sich immunologischer MeBverf ahren. Die 
validesten Ergebnisse liefern hierbei MeBverfahren nach dem 
Doppelantikcrper Oder Sandwich Prinzip (z.B. Two-site. Radio- 
immunometric Assay, IRMA oder Sandwich Enzym Linked Immuno 

30 Sorbent Assay, Sandwich ELISA) . Solche Assays sind fur hPTH 
1-84 kommerziell erhaltlich. Zur Messung von hPTH 1-34 ist 
ein Assay nach dem Doppelantikorper-Prinzip nicht bekannt. 

35 Hierfur sind zwei Antikorper notwendig. Diese miissen, um ei- 
ne gegenseitige sterische Hinderung zu vermeiden, Epitope 
des Antigens erkennen, die in ausreichender Entfernung zu- 
einander liegen. Bei Immunisierung mit dem intakten Antigen 
erhait man ein heterogenes Gemisch unterschiedlicher Anti- 
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kdrper, die ftir einen Sandwich- Assay erst aufwendig gerei- 
nigt werden miissen. Zwar war es bisher mdglich aufgrund 
theoretischer Berechnungen nach B.A. Jameson & H. Wolf, The 
antigenic index: a novel algorithm for predicting antigenic 

5 determinants, CABIOS 4, p 181-186, 1988 am N-Terminus eine 
bevorzugte immunogen wirkende Sequenz im Bereich der Amino- 
sauren 7-14 f estzustellen. Eine Inununisierung mit N-termi- 
nalen Fragmenten nach etablierten Methoden fiihrt in erster 
Linie zu Antikdrpern, die, wie fur hPTH 1-34 beschrieben (J. 

10 Tampe, P. Brozio, H.E. Manneck, A. MiBbichler, E. Blind, 
K.B. Muller, H. Schmidt-Gayk und F.P. Armbruster; Charac- 
terisation of antibodies against human N-terminal parathy- 
roid hormon by epitope mapping; J. Immunoassay 13 S. 1-13, 
1992), in dem Bereich dieser Aminosauren binden. Diese An- 

15 tikorper konnen aber nicht zwischen biologisch aktiven und 
biologisch inaktiven PTH 1-84 oder Fragmenten davon, denen 
die ersten beiden Aminosauren Serin und Valin fehlen, unter- 
scheiden. 

20 Das der Erfindung zugrunde liegende technische Problem be- 
steht darin, Peptide anzugeben, mit deren Hilfe die oben 
genannten Nachteile der Diagnose von biologisch aktivem 
h-PTH beseitigt werden konnen* 

25 Das angesprochene technische Problem wird iiberraschender- 
weise gelost durch Peptide aus der Sequenz des hPTH (1-37) 
enthai'tend' ct-helicale Aminosaureseguenzbereiche und/oder 
nicht strukturierte Aminosaureseguenzbereiche, wobei die 
Peptide bei Injektion in Tiere Antikorper zu induzieren ver- 

39 mogen. Dabei enthalten die Peptide vorzugsweise die N-termi- 
nale a-Helix im Bereich der Aminosauren 5-9, einen unstruk- 
turierten Abschnitt der Aminosauren 10-16 und/oder eine C- 
terminale a-Helix im Bereich der Aminosauresequenz 17-34 des 
hPTH (1-37). Vorzugsweise werden die folgenden erfindungs- 

35 gemafien Peptide zur Inununisierung verwendet: 
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hPTH 1-10 

NHj-Seri-ValZ-Se^-Gl^-IleS-Gl^-Le^-MetB-His 9 ^!! 1 ©^ 



(1) 



hPTH 1-9 

5 NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -His 9 -OH 



(2) 



hPTH 1-8 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -OH (3) 
hPTH 1-7 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -OH ( 4 ) 



hPTH 1-6 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -OH 
hPTH 1-5 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -OH 



(5) 
(6) 



hPTH 9-18 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH (7) 



hPTH 10-18 

NH 2 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH (8) 
25 hPTH 11-18 

NH 2 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH (9) 
hPTH 12-18 

NH 2 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH 

30 

hPTH 13-18 

NH 2 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH 



(10) 
(11) 



hPTH 14-18 

35 NH 2 .His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH 



(12) 
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hPTH 9-17 

NH 2 -His 9 -Asn 1 0-Leull-Glyl2- L y S 13. His 14. Leu 15. Asn 16. Ser 17. OH 
hPTH 9-16 

5 NHj-HisS-Asn^-LeuH-GlyiZ-Lys^-His^-LeuiS-Asn^-OH 
hPTH 9-15 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -OH 

10 hPTH 9-14 

NH 2 -His 9 -W°-Leu n -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -OH 
hPTH 9-13 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -OH 
15 hPTH 24-37 

NH 2 -Leu 2 4-Arg 2 5-Lys 26 -Lys 27 -Leu 2 8-Gln29-Asp 3 0-Val31-His3 2 -Asn33-Phe 34 - 
Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (18 ) 

hPTH 25-37 

20 NH 2 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 3 5- 
Ala 36 -Leu 37 -OH M gi 



(16) 
(17) 



hPTH 26-37 

NH 2 . L y S 26_ Lys 27. Leu 28. Gln 29. Asp 30.val31-His3 2 -Asn33-Phe 34 -Val 3 5-Ala 3 6- 
25 Leu 37 -OH (20 ) 

•iSTH- 27-37 - — - 

NH 2 -Lys 27 -Leu 2 8-Gln 29 -Asp 30 -Val31-His 32 -Asn 33 -Phe34-val 3 5-Ala 3 6-Le U 37-OH 

(21) 

30 

hPTH 28-37 

NH 2 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 3 6-Leu 37 -OH (22) 



35 



hPTH 29-37 

KH 2 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH 



hPTH 30-37 
NH 2 -Asp 30 -Val 31 



- 5 - 

-His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 3 5-Ala 36 -Leu 37 -OH 



(24) 



hPTH 31-37 

5 NH 2 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH 



(25) 



hPTH 32-37 

NH 2 _His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH 



(26) 



10 hPTH 33-37 

NH 2 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH 



(27) 



hPTH 24-36 

NH 2 -Leu 24 -Arg25-Lys 2 6-Lys 27 -Leu28-Gl n 29-Asp 3 0-Val 3 l-His 32 -Asn 33 -Phe 34 - 



hPTH 24-35 

NH 2 -Leu 24 -Arg25-Lys 2 6-Lys 27 -Leu 2 8-Gln 2 9-Asp 3 0-Val 3 l-His 32 -Asn 3 3-Phe 34 - 



20 

hPTH 24-34 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -OH 

(30) 

25 hPTH 24-33 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -OH (31) 
hPTH 24-32 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -OH (32) 

30 

hPTH 24-31 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -OH ( 33 ) 

hPTH 24-30 

35 NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -OH (34) 



15 Val 35 -Ala 36 -OH 



(28) 



Val 35 -OH 



(29) 
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hPTH 24-29 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -OH ( 35 ) 
hPTH 24-28 

5 NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -OH (36 ) 

Die genannten Sequenzen reprasentieren in ihrer Primarstruk- 
tur wesentliche Merkmale der Sekundarstruktur, wie sich 
durch NMR-Daten unterstiitzend belegen laBt. Voraussetzung 
10 dazu war eine Festlegung der Sekundarstruktur fiir PTH 1-37 
in physiologischer Losung. 

Die genannten strukturell auffalligen Bereiche wirken gut 
immunogen. Es werden AntikSrper gebildet, die an den ersten 

15 Aminosauren des N-Terminus binden. Bereits das Fehlen von 
zwei Aminosauren fuhrt zu einem erheblichen Af f initatsver- 
lust. Da diese Aminosauren zur Ausubung der biologischen 
Wirkung unerlaBlich sind, ist es mit dem erf indungsgemaBen 
Peptid moglich Antikorper zu erhalten, die nur hPTH und 

20 Fragmente davon erkennen, die biologisch aktiv sind. 

Weiterhin sind Antikorper herstellbar, die den midregionalen 
Bereich 9-15 detektieren, und Antikorper, die C-terminal im 
Bereich der Aminosauren 30-37 binden. Erf indungsgemaB konnen 

25 also Antikorper gegen Bereiche des hPTH 1-37 produziert wer- 
den, die aufgrund theoretischer Berechnungen im Gesamtmole- 
kiil nicht immunogen wirken. Diese Bereiche liegen zudaiu zo- 
weit auseinander, daB keine sterische Hinderung vorliegt, 
die ein gleichzeitiges Binden zweier Antikorper verhindern 

30 wiirde . 

Die Peptide konnen in bevorzugten Ausf uhrungsf ormen am N- 
terminalen Ende, in der Seitenkette und/oder am C-terminalen 
Ende modifiziert sein, und zwar in Form von Acetyl ierungs- , 
35 Amidierungs-, Phosphoryl ierungs- und/oder Glycosylierungs- 
produkten . 
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SchlieBlich k6nnen erf indungsgem&Be Peptide auch an Carrier- 
proteine wie HSmocyanin, Thyroglobulin, Rinderserumalbximin, 
Oval albumin oder Mausserumalbumin etc. gebunden sein. Die 
Bindung an die Carrierproteine erfolgt vorzugsweise durch 
5 Carbodiimid Oder Formaldehyd. 

Die erf indungsgemSBen Peptide konnen verwendet werden, um 
ein Diagnostikum herzustellen. Das erf indungsgemaBe Diagno- 
stikum ist dabei erhaltlich durch an sich bekannte Imrauni- 

10 sierung von Tieren mit mindestens einem der erf indungsgemas- 
sen Peptide. Nach der Immuni sierung kann aus den immunisier- 
ten Tieren eine Immunoglobulin-Fraktion isoliert werden, die 
Antikorper-Fraktionen enthait, welche einen Antikorper-Titer 
gegen mindestens eines der erf indungsgemaBen Peptide auf- 

15 weisen. Die so erhaltenen Antikorpern sind ebenfalls Gegen- 
stand der vorliegenden Erfindung. In einer alternativen Aus- 
fiihrungsform konnen neben den vollstandigen Antikorpern be- 
stehend aus F ab und F c auch deren Fragmente wie F ab oder 
Fragmente der Antikorper verwendet werden, welche die Idio- 

20 typen zu den Epitopen der Peptide sind. 

Die Peptide geraaB der Erfindung sind zur Herstellung eines 
Mittels zur Diagnose von biologisch aktiven h-PTH (1-37) 
geeignet. 

25 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher be- 
schrieben: 

Beispiel 1 

30 

Das erf indungsgemSBe Verfahren zur Synthese der Peptide be- 
ruht auf der Peptidsynthese am festen Trager. Die C-termina- 
35 le Aminosaure wird jeweils in Gegenwart von Dicyclohexylcar- 
bodiimid und Dimethylaminopyridin an das TrSgermaterial ge- 
bunden. Als Trfigermaterial fiir die Synthesen werden Wang- 
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Harz oder entsprechende Harze eingesetzt. 

Folgende L-Aminos&ure-Derivate werden fiir die Synthese der 
Sequenz, ausgehend vom aufgefiihrten Peptidyl-Harz, verwen- 

5 det: a) hPTH 1-10: Fmoc-Asn(Trt )-Wang-Harz, Fmoc-His(Trt )- 
OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gln(Trt )-OH, Fmoc-Ile-OH, 
Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Ser( tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, Boc- 
Ser(tBu)-0H. b) hPTH 9-18: Fmoc-Met-Wang-Harz, Fmoc- 
Ser(tBu)-OH, Fmoc-Asn(Trt )-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-His(Trt )- 

10 OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc- 

Asn(Trt)-OH, Boc-His(Trt )-OH. c) hPTH 24-37: Fmoc-Leu-Wang- 
Harz, Fraoc-Ala-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Asn(Trt )- 
OH, Fmoc-His(Trt )-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc- 
Gln ( Tr t ) -OH , Fmoc-Leu-OH , Fmoc-Lys ( Boc ) -OH , Fmoc- Lys ( Boc ) - 

15 OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Leu-OH. 

Die Synthese kann durch in situ-Aktivierung mit 2-(lH-Benzo- 
triazol-l-yl )-l, 1,3, 3, -tetramethyluroniumtetraf luoroborat 
(TBTU) oder dessen Derivaten oder mit Benzotriazol-l-yl-oxy- 

20 tr is- ( dimethylamino ) -phosphoniumhexaf luorophosphat ( BOP ) 

oder dessen Derivaten in Gegenwart von Diisopropylethylamin 
oder N-Methylmorpholin und 1-Hydroxybenzotriazol durchge- 
fiihrt werden, wobei wahrend der Kupplungen in N,N-Dimethyl- 
formamid, N,N-Dimethylacetamid oder N-Methylpyrrolidon ein 

25 vier- bis zehnfacher Oberschufi der Fmoc-L-Aminosaure verwen- 
det wird. Die Abspaltungen der Fmoc-Gruppen werden mit 20% 
Piperidin oder 2% Piperidin und 2% 1 , 8-Diazbicyclo[5, 4 , 0]un- 
dec-7-en (DBU) in N,N-Dimethylf ormamid, N,N-Dimethylacetamid 
oder N-Methylpyrrolidon durchgefiihrt . Nach der Synthese wer- 

30 den die Harze mit 2-Propanol und Dichlormethan gewaschen und 
im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Zur Abspaltung vom Trager und Entblockierung wird das Pepti- 
dyl-Harz 30-90 Minuten bei Raumtemperatur mit Trif luoressig- 
35 saure, die 5% Scavenger, Wasser, Ethandiol, Phenol oder 
Thioanisol, enthait, umgesetzt, filtriert, mit Trifluores- 
sigs&ure gewaschen und anschlieBend mit tert-Butylmethylet- 
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her ausgefailt. Der Niederschlag wird aus w&firiger Losung 
lyophilisiert . 

5 

Beispiel 2 

Rat ni qningr unrt Analygp 

10 Die Reinigung der Rohprodukte erfolgt chroma tographisch xiber 
eine C18-Reverse-Phase-Saule (10um, Puffer A: 0,01 N HC1 in 
Wasser; Puffer B: 20% Isopropanol, 30 % Methanol, 50% Was- 
ser, 0,01 N HC1; Gradient: 10-80% in 60 Minuten; Detektion 
230 nm) . 

15 

Die Reinheit der Produkte wird durch Massenspektrometrie und 
C18-Reverse-Phase-Chromatographie bestimmt . 

20 Beispiel 3 

KODPluno an CarriPrprntPin 

Als Carrierprotein werden Hamocyanin, Thyroglobulin, Rinder- 
2S serumalbumin, Ovalbumin Oder Mausserumalbumin verwendet. Die 
Kopplung erfolgt nach der Carbodiimid-Methode uber Carboxyl- 
gruppen des Peptides. Das Peptid wird in wassriger Losung 
durch 5 minutige Umsetzung mit l-Ethyl-3- ( 3-dimethylamino- 
propyl) carbodiimid-Hydrochlorid aktiviert. Die Kopplung 
30 erfolgt durch Zugabe des aktivierten Peptides zu einer wass- 
rigen Losung des Carriers. Das molare Verhalnis betragt 1 
Peptid auf 50 Aminosauren des Carrierproteins . Die Umsetzung 
dauert 4 Stunden. 

Die Reaktion wird durch Zugabe von Natriumacetat in einer 
35 Endkonzentration von 100 raM gestoppt. Man laflt eine Stunde 
inkubieren. 
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Die Abtrennung des Protein-Peptid Konjugates vom Peptid er- 
folgt durch wiederholte Dialyse gegen 100 mM Phosphatpuf fer 
pH 7,2. 



Beispiel 4 

Svnt.hftSP! dpr Mill o flnfigPni n P ppj-irfpg fMl^p) 

Die dreifache Lysin-Verzweigung wird erreicht, indem an C- 
tenninales Alanin , gebunden an Wang-Harz, in drei Kup- 
plungszyklen jeweils Fmoc-L-Lysin(Fmoc)-OH gebunden wird. 
Durch Abspaltung mit Piper idin werden danach acht freie Ami- 
nofunktionen erhalten, an denen die Sequenzen des humanen 
Parathormons nach obiger Beschreibung synthetisiert werden. 



Beispiel 5 
Iinmnnifiipriing 

Fur die Erstimmunisierung werden pro kg Korpergewicht des zu 
immunisierenden Tieres 125 ug des Carrier-Peptid Konjugates 
bzw. MAP in 250 ml Wasser geldst und mit 250 ul kompletten 
Freund'schen Adjuvans emulgiert. Die Emulsion wird uber den 
Rucken verteilt in 10 Portionen s.c. appliziert. 

Das Boostern erfolgt nach 2-4 Wochen analog. Hierbei wird 
lediglich das komplette Freund'sche Adjuvans durch inkom- 
plettes Freund'sches Adjuvans ersetzt. 
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Paten tansprtiche 

Peptide aus der Sequenz des hPTH (1-37) enthaltend a-he- 
licale Aminosauresequenzbereiche und/oder nicht struktu- 
rierte Aminosauresequenzbereiche, wobei die Peptide bei 
Injektion in Tiere Antikorper zu induzieren vermdgen. 

Peptide nach Anspruch 1 aus hPTH (1-37) mit der Sequenz 
hPTH 1-10 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -His 9 -Asn 10 -OH (1) 
hPTH 1-9 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -His 9 -OH (2) 
hPTH 1-8 

^-Ser^ValZ-Se^-Gl^-IleS-Glne-Le^-MetS-OH (3) 
hPTH 1-7 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -OH ( 4 ) 

hPTH 1-6 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -OH ( 5 ) 

hPTH 1-5 

NI^-Ser^Va^-Ser^Gli^-IleS-OH (6 ) 
hPTH 9-18 

^-His^Asn^-Leuii-Gly^-Lys^-His^-Leu^-Asn^-Ser^-Met 18 - 
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hPTH 10-18 

NH 2 -Asn 10 -Leu n -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH (8) 



hPTH 11-18 

NH 2 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH 



(9) 



hPTH 12-18 

NH 2 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH 



(10) 



10 hPTH 13-18 

NH 2 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH 



(11) 



IS 



hPTH 14-18 

NH 2 _ Hi s 1 4 -Leu 1 5 - Asn 1 6 - Ser 1 7 -Me t 1 8 -OH 



(12) 



hPTH 9-17 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -OH (13) 



20 



hPTH 9-16 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -OH 



(14) 



hPTH 9-15 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu n -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -OH 



(15) 



25 hPTH 9-14 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -OH 



(16) 



30 



hPTH 9-13 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -OH 



(17) 



hPTH 24-37 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 - 



Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH 



(18) 



35 
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hPTH 25-37 

NH 2 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 - 
Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (19) 

S hPTH 26-37 

NH 2 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 - 
Ala 36 -Leu 37 -OH (20) 

hPTH 27-37 

10 NH 2 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 - 
Leu 37 -OH (21) 



IS 



hPTH 28-37 

NH 2 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 - 
OH (22) 



hPTH 29-37 

NH 2 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH ( 23 ) 



20 hPTH 30-37 

NH 2 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH 



(24) 



25 



hPTH 31-37 

NH 2 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH 
hPTH 32-37 

NH 2 .His 32 -Asn 3? -Phe 34 -Vdl 35 -AlB 36 -Leu 37 -OH 



(25) 



(26) 



30 



hPTH 33-37 

NH,-Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH 



(27) 



35 



hPTH 24-36 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 - 
Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -OH (28) 



hPTH 24-35 

NH 2 -Leu 24 -Arg 2 5-Lys 2 6-Lys 27 -Leu 2 8-Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 3 3- 
Phe 34 -Val 35 -OH (29) 



hPTH 24-34 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 - 
Phe 34 -OH (30) 

hPTH 24-33 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 - 
OH (31) 

hPTH 24-32 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -OH (32) 
hPTH 24-31 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -OH (33) 
hPTH 24-30 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -OH (34 ) 

hPTH 24-29 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -OH (35) 
hPTH 24-28 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -OH (36) 

. Peptide nach Anspruch 1 und/oder 2, die am N-terminalen 
Ende, in der Seitenkette und/oder am C-terminalen Ende 
modifiziert sind in Form von Acetyl ierungs-, Amidierungs- 
, Phosphoryl ierungs- und/oder Glycosylierungsprodukten, 
und/oder gebunden sind an Carrierproteine wie Hamocyanin, 
Thyroglobulin, Rinderserumalbumin, Oval albumin oder Maus- 
serumalbumin . 
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4. Diagnostikum, erhSltlich durch an sich bekannte Immuni- 
sierung von Tieren mit mindestens einem der Peptide gemSB 

5 mindestens einem der Ansprtiche 1 bis 3, Gewinnung von 

Immunoglobulinen enthaltenden Fraktionen aus den immuni- 
sierten Tieren und Isolierung von Fraktionen, die einen 
Antik6rper-Titer gegen mindestens eines der Peptide gemSB 
mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3 aufweisen und das 

10 gegebenenfalls weiter Hilfs- und/oder Tragerstoffe ent- 

hait. 

5. Antikorper oder Fragmente von Antikorpern erhaitlich 
durch Immxinisierung von Tieren mit mindestens einem Pep- 

15 tid nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 3. 

6. Verwendung der Peptide gemSB mindestens einem der Ansprii- 
che 1 bis 3 zur Herstellung eines Mittels zur Diagnose 
von biologisch aktiven h-PTH (1-37). 

20 
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2. UNTERLAGEN DND ERLADTERDNGEN 



Neuheit: 



Emige der in, Anspruch 1 auf gelisteten Peptide sind be- 
rexts i m stand der Technik beschrieben (siehe z.B 
WO-A-94 03201 (1), Seite 9, Fragment 24-37 (1), FR - A _ 2 
550 204 (2), Fragmente 10 und 40, Journal of 
immunoassay, Bd. 13 , Nr. 1, 1992, Seiten 1-13, j.Tampe 
et al. (3), Journal of Pharmacology and Exp. Ther 
(1981), 2 i 6( 3), 567-71, P.K.T. Pang et al (4), siehe 
Fragment 24-34, Seite 568, letzter Absatz sowie Chemical 
Abstracts, vol. 96, no. 21, 24.05.82, Abstract 
Nr. 174594, R. Nakamura et al (5), siehe Fragment 1-7). 
Ungeachtet der Tatsache, dass die Sequenzen der aufge- 
fuhrten Peptidf ragmente in .(!)-( 3) und (5) nicht aus- 
drucklich erwahnt sind, sind die entsprechenden Peptide 
m Anspruch 1 dennoch neuheitschadlich getroffen, denn 
erstens is t die Sequenz von hPTH im Stand der Technik 
festgelegt (siehe z.B. Advances in Protein Design, In- 
ternational Workshop 1988, GBF Monographs, Vol 12 
Wingender E. et al. ( 6 ), seite 170, Figur 1 und zweitens 
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entspricht die, in den auf gefiihrten Dokumenten verwen- 
dete Bezeichnung der hPTH Peptidf ragmente der allgemein 
anerkannten Standardnomenklatur , so dass der Fachmann 
sofort weiB welche Sequenz von dem jeweiligen 
Peptidf ragment umfaBt wird. Zudem ist in (3) die Sequenz 
des Fragments 1-6 aus der in (3) offenbarten Sequenz des 
Fragments 24-30 ableitbar. Neben dem Peptidfragment 1-6 
smd auch die in Anspruch 1 beanspruchten Fragmente 
9-14, 13-18 sowie 24-29 von (3) neuheitsschadlich ge- 
troffen, denn diese sind in (3) inherent offenbart 
(siehe seite 4, erster Absatz und die Figuren). 

Obwohl die in (2) beschriebenen Peptidf ragmente noch 
schutzgruppen an den Aminosauren aufweisen sind die 
Fragmente gemass Formeln (10) und (40) fur die in An- 
spruch 1 beanspruchten Fragmente 1-7 und 24-28 neuheits- 
schadlich, denn aus Anspruch 2, welcher von Anspruch 1 
abhangig ist, geht hervor, dass die Peptidf ragmente 
nicht auf die in Anspruch 1 gezeigte Form beschrankt 
sind, sondern dass die Aminosauren auch in modif izierter 
Form vorliegen konnen. 

Demnach erftillt der Gegenstand des vorliegenden An- 
spruchs 1 nicht die Erf ordernisse der Artikel 33(2) (3) 
PCT. 

Das gleiche gilt fur Anspruch 2, dessen Neuheit durch 
die Lehre von (2) vorweggenommen wird. 



Erf inderische Tatigkeit: 



Keines der vorliegenden Dokumente beschaftigt sich mit 
der Aufgabe, welcher der vorliegenden Anmeldung zugrun- 
deliegt, namlich der Bereitstellung von aus hPTH abge- 
leiteten Peptidf ragmenten , welche die Herstellung von 
Antikorpern ermoglichen, mit deren Hilfe aktive hPTH 
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Peptidfragmente von nicht-aktiven hPTH Peptidf ragmenten 
unterschieden werden konnen. im Hinblick auf den zur 
VerfQgung stehenden Stand der Technik scheint demnach 
der Gegenstand der Ansprtiche 3-5 auf einer erfinderi- 
schen Tatigkeit zu beruhen (Art. 33(3) PCT) . 
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VII. Bestiote Mangel der internationalen Ameldung 

Es wurde festgestellt, daB die Internationale Anaeldung nach For, oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 

Falls die vorliegende Internationale Anmeldung als 
Euro-PCT Anmeldung weiter verfolgt wird, wird die 
Anmelderin darauf aufmerksam gemacht, dass der Gegen- 
stand der Anspruche 3 und 4, welche sogenannte 
Product-by-process claims sind, weder als neu noch als 
erfmderisch betrachtet werden wurde, denn die in diesen 
Anspruchen definierten Antikorper sind z.b. von dem in 
(3) offenbarten monoklonalen Antikorper Al-64 oder von 
den in Chemical Abstracts, vol. 96, no. 5, 01.02 82 
Abstractnr. 29060, s.R. Nussbaumer et al. ( 6 ) beschrie- 
benen nicht zu unterscheiden. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft Peptide aus der Sequenz 
des hPTH (1-37), j oin DioyiiufaLikum ei l ia i Lllih dunh Iit mt 
sierung von Tvereri__iin^^^ der en 



Fragmenreerhaitlich durch I mmuni sierung von Tieren mit den 
Pepfiderrj sowie die Verwendung der Peptide zur Herstellung 
eines Mittels zur Diagnose von biologisch aktivej? h-PTH. 

Humanes Parathormon (hPTH), ein lineares Polypeptid aus 84 
Aminosauren, spielt eine wichtige Rolle in der Regulation 
des Calciumstof fwechsels . Der Metabolismus dieses Hormons 
fvihrt zu einer groBen Zahl C-terminaler Fragmente, deren 
biologische Funktion noch nicht geklart ist. Als zirkulie- 
rendes N-terminales Fragment ist das hPTH 1-37 festgelegt 
(EP-A 0 349 545). Dieses Fragment besitzt die voile biologi- 
sche Aktivitat des Gesamthormons . Diese nimmt allerdings bei 
Verlust der ersten Aminosaure, Serin, deutlich ab und geht 
ohne die ersten beiden Aminosauren, Serin und Valin, vollig 
verloren. 

Fur das intakte Hormon hPTH 1-84 und f ur ^-terminalef Frag- 
ment werden Serumkonzentrationen im Bereich von 10~ 12 mol/^ 
gemessen. Zur Bestimmung solch niedriger Konzentrationen 
bedient man sich immunologischer MeBverf ahren . Die valide- 
sten Ergebnisse lief em hierbei MeBverfahren nach dem Doppe^- 
^antikorper oder Sandwich Prinzip (z.B. Two-site Radioimmu- 
nometric Assay, IRMA oder Sandwich Enzym Linked Immuno Sor- 
bent Assay, Sandwich ELISA) . Solche Assays sind fur hPTH 1- 
84 kommerziell erhaltlich. Zur Messung von hPTH 1-34 ist ein 
Assay nach dem Doppelantikorper-Prinzip nicht bekannt. 



Hierfiir sind zwei Antikorper notwendig. Diese miissen, urn 
eine gegenseitige sterische Hinderung zu vermeiden, Epitope 
des Antigens erkennen, die in ausreichender Entfernung zu- 
einander liegen. Bei Immuni sierung mit dem intakten Antigen 
erh&lt man ein heterogenes Gemisch unterschiedl icher Anti- 
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kbrper, die filr einen Sandwich-Assay erst aufwendig gerei- 
nigt werden mussen. Zwar war es bisher mSglich aufgrund 
theoretischer Berechnungen nach B.A. Jameson & H. Wolf, The 
antigenic index: a novel algorithm for predicting antigenic 
determinants, CABIOS 4, p 181-186, 1988 am N-Terminus eine 
bevorzugte immunogen wirkende Sequenz im Bereich der Amino- 
sauren 7-14 f estzustellen . Eine Immunisierung mit N-termi- 
nalen Fragmenten nach etablierten Methoden fiihrt in erster 
Linie zu Antikdrpern, die, wie fur hPTH 1-34 beschrieben (J. 
Tampe, P. Brozio, H.E. Manneck, A. Miflbichler, E. Blind, 
K.B. Muller, H. Schmidt-Gayk und F.P. Armbruster; Charac- 
terisation of antibodies against human N-terminal parathy- 
roid hormon by epitope mapping; J. Immunoassay 13 1-13, 
1992), in dem Bereich dieser Aminosauren binden. Diese An- 
tikorper konnen aber nicht zwischen biologisch aktiven und 
biologisch inaktiven PTH 1-84 oder Fragmenten davon, denen 
die ersten beiden Aminosauren Serin und Valin fehlen, unter- 
scheiden. 

Das der Erfindung zugrunde liegende technische Problem be- 
steht darin, Peptide anzugeben, mit deren Hilfe die oben 
genannten Nachteile der Diagnose von biologisch aktivem 
k-PTH beseitigt werden konnen. 

Das angesprochene technische Problem wird iiberraschender- 
weise gelost durchyPefctlde aus der Sequenz des hPTH (1-37); 
[^nthri 1 tpn4-q — hul iLjle AininoGQuracGqucngib e r o - i the und/oi3ei^ 
nicht strukturierte Aminosauresequenzbereiche, wpbetdie 
Peptide bei Injektion in Tiere Antik6rggj>--^rcrinduzieren ver- 
mogen. Dabei enthalten die Peptj-d^^vorzugsweise die N-termi- 
nale a-Helix im Bereich^de* r Aminosauren 5-9, einen unstruk- 
turierten Abschnijfet^der Aminosauren 10-16 und/oder eine Ci- 
te rminaLe^-^TJeli x im Bereich der AminosSuresequenz 17-34 des 




omaflen PepLid e zur — Immuniciorung verw a n d at : ■ 



1-37). Vorzugsweise werden die folgenden erfindungs 



GEANDERTES BLA7T 



- 5 - 

hPTH 30-37 

NH 2 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (24) 
hPTH 31-37 

NH 2 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH ( 25) 

hPTH 32-37 

NH 2 _His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (26) 
hPTH 33-37 

NH 2 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (27) 

) hPTH 24-36 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 - 
Val 35 -Ala 36 -OH (28) 

hPTH 24-35 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 - 
Val 35 -OH (29) 

hPTH 24-34 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -OH 

(30) 

hPTH 24-33 

.y NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -OH (31) 

hPTH 24-32 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -OH ( 32 ) 

hPTH 24-31 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -OH ( 33 ) 



cL ai^ Lou'' 4 Arg?^ L^b ?fi - H>b ?7 *L e u ?R -Qln ?q - Ai,p ?0 -OH f3*T 
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hPTH 24-29 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 2 8-Gln 29 -OH (3^) 
hPTH 24-28 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -OH (3^) 

Die genannten Sequenzen reprasentieren in ihrer PrimSrstruK- 
tur wesentliche Merkmale der Sekundarstruktur, wie sich 
durch NMR-Daten unterstiitzend belegen laBt. Voraussetzung 
dazu war eine Festlegung der Sekundarstruktur fur^PTH 1-37 
in physiologischer Losung. 

^ Die genannten strukturell auffalligen Bereiche wirken gut 

immunogen, Es werden Antikorper gebildet, die an den ersten 
Aminosauren des N-Terminus binden. Bereits das Fehlen von 
zwei Aminosauren fuhrt zu einem erheblichen Af f ini tatsver- 
lust. Da diese Aminosauren zur Ausubung der biologischen 
Wirkung unerlaBlich sind, ist es mit dem erf indungsgemaflen 
Peptid moglich Antikorper zu erhalten, die nur hPTH und 
Fragmente davon erkennen, die biologisch aktiv sind. 

Weiterhin sind Antikorper herstellbar, die den midregionalen 
Bereich 9-15 detektieren, und Antikorper, die C-terminal im 
Bereich der Aminosauren 30-37 binden. Er f indungsgemafi konnen 
also Antikorper gegen Bereiche des hPTH 1-37 produziert wer- 
-y den, die aufgrund theoretischer Berechnungen im Gesamtmole- 

kul nicht immunogen wirken. Diese Bereiche liegen zudem so- 
weit auseinander, dafi keine sterische Hinderung vorliegt, 
die ein gleichzeitiges Binden zweier Antikorper verhindern 
wurde. 

Die Peptide konnen in bevorzugten Ausf uhrungsf ormen am N- 
terminalen Ende, in der Seitenkette und/oder am C-terminalen 
Ende modifiziert sein, und zwar in Form von Acetylierungs- , 
Amidierungs-, Phosphorylierungs- und/oder Glycosylierungs- 
produkten. 
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SchlieBlich k6nnen erf indungsgemaBe Peptide auch an Carrier- 
proteine wie Hamocyanin, Thyroglobulin, Rinderserumalbumin, 
Ovalalbumin oder Mausserumalbumin etc. gebunden sein. Die 
Bindung an die Carrierproteine erfolgt vorzugsweise durch 
Carbodiimid oder Forma 1 dehyd . 

Die erf indungsgemaBen Peptide konnen verwendet werden, um 
ein Diagnostikum herzustellen . Das erf indungsgemaBe Diagno- 
stikum ist dabei erhaltlich durch an sich bekannte Immuni- 
sierung von Tieren mit mindestens einem der erf indungsgema^ 
i/en Peptide, Nach der Immunisierung kann aus den immunisier- 
ten Tieren eine Immunoglobul in-Fraktion isoliert werden, die 
Antikorper-Fraktionen enthalt, welche einen Antikorper-Titer 
gegen mindestens eines der erf indungsgemaBen Peptide auf- 
weisen. Die so erhaltenen Antikorpern sind ebenfalls Gegen- 
stand der vorliegenden Erfindung. In einer alternativen Aus- 
fuhrungsform konnen neben den vollstandigen Antikorpern be- 
stehend aus F ab und F c auch deren Fragmente wie F ab oder 
Fragmente der Antikorper verwendet werden, welche die Idio- 
typen zu den Epitopen der Peptide sind. 

Die Peptide gemaB der Erfindung sind zur Herstellung eines 
Mittels zur Diagnose von biologisch aktiven h-PTH (1-37) 
geeignet . 



Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher be- 
schrieben : 

Beispiel 1 

Festphasensynthese der. Peptide: 



Das erf indungsgemaBe Verfahren zur Synthese der Peptide be- 
ruht auf der Peptidsynthese am festen TrSger. Die C-termina- 
le AminosSure wird jeweils in Gegenwart von Dicyclohexylcar- 
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Thioanisol, enthSlt, umgesetzt, filtriert, mit Trifluores- 
sigsSure gewaschen und anschlieBend mit tert-Butylmethylet- 
her ausgefSllt. Der Niederschlag wird aus wfiBriger L6sung 
lyophilisiert . 



Beispiel 2 

Rfiinigung und Analyco 

Die Reinigung der Rohprodukte erfolgt chromatographisch iiber 
eine C18-Reverse-Phase-Saule (10pm, Puffer A: 0,01 N HC1 in 
Wasser; Puffer B: 20% Isopropanol, 30 % Methanol, 50% Was- 
ser, 0,01 N HC1; Gradient: 10-80% in 60 Minuten; Detektion 
230 nm) . 

Reinheit der Produkte w ^rde rj durch Massenspektrometrie und 
C18-Reverse-Phase-Chromatographie bestimmt. 



Beispiel 3 

Knpplnnp an rarriprp rotpin 

Als Carrierprotein werden Hamocyanin, Thyroglobul in, Rinder- 
serumalbumin, Ovalbumin oder Mausserumalbumin verwendet. Die 
Kopplung erfolgt nach der Carbodiimid Methode iiber Carboxyl- 
gruppen des Peptides. Das Peptid wird in wassriger Losung 
durch 5 miniitige Umsetzung mit l-Ethyl-3- ( 3-dimethylamino- 
propyl) carbodiimid Hydrochlorid aktiviert. Die Kopplung 
erfolgt durch Zugabe des aktivierten Peptides zu einer wSss- 
rigen Losung des Carriers. Das molare VerhSlnis betrfigt 1 
Peptid auf 50 AminosSuren des Carr ierproteins . Die Umsetzung 
dauert 4 Stunden. 
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I. Grundlage des Berichts 



1. ™rd e erstellt «, der GrMdla* (te at lM at to , di e de. in.eldsa.t a* ei„e border™, M 0 

14 to vor„l^ „ to , , el te„ i. RaJ,. e „ die** terichts a!s -urspr^licb ei^reichf ^ si „d u. 

nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten.) 

[ ] der international Anmeldung in der urspriinglich eingereichten Fassung. 



[x] der Beschreibung, Seite/n 3,4,8,10 
Seite/n 



Seite/n 1,2,5,6,7,9, 
Seite/n 



in der urspriinglich eingereichten Fassung. 
eingereicht mit den Antrag. 
eingereicht mit Schreiben vom 14 . 10 . 96 
eingereicht mit Schreiben von 



[x] der Anspruche, Nr, 
Nr 
Nr 



— , in der urspriinglich eingereichten Fassung. 

, in der nach Artikel 19 geanderten Fassung. 

: . , eingereicht mit dem Antrag. 

Nr. 1-4 (umnummeriert 1-5 )_, eingereicht mit Schreiben von. 14 . 10 . 96. 
. , eingereicht mit Schreiben vom 



Nr 



[ ] der Zeichmuigen, Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 
Blatt/Abb. 

Blatt/Abb. 



in der urspriinglich eingereichten 
Fassung. 

eingereicht Hit dem Antrag. 
eingereicht mit Schreiben 
vom . 

eingereicht mit Schreiben 

vom 



2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Onterlagen fortgef alien: 

[ ] Beschreibung: Seite 

[ ] Anspruche: Nr. 



f ] Zeichnungen: Blatt/Abb. 



3. [ ] Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde Qber den Offenbarungsgebalt in der urspriinglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2 c)). 



4. Etwaige zusatzliche Benerkungen: 
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Patentaneprttche 



5 | l- Pppi-irin wi i^ r\nr rnqnnnrr Hnn hnTU ( -| 37) QnthaltOnd 

liCale aminneanreeo gn t | 1in f ^ n)irr nip^f ,^.,.,,1^ 

rierte^AmifTosauresequenzbereiche, wobei die Peptide bei 
fnjekti o n in Tiere AntikSr p e r eu induaieren verm a gan. 
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4 ^. Peptide (n a oh - Anopruch ] / aus hPTH (1-37) mit der S 



equenz 



hPTH 1-10 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -His 9 -Asn 10 -OH ( 1 ) 



15 hPTH 1-9 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -His 9 -OH 



(2) 



20 



hPTH 1-8 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -OH 
hPTH 1-7 

NH 7 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -OH 



(3) 



(4) 



2S 



hPTH 1-6 

KH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -OH 



(5) 



hPTH 1-5 

NH,-Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -OH 



(6) 



30 



hPTH 9-18 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 - 
OH (7) 
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hPTH 10-18 

NH 2 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH (8) 
hPTH 11-18 

5 NH 2 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH (9) 

hPTH 12-18 

NH 2 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH ( 10 ) 

10 hPTH 13-18 

NH 2 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH (11) 

hPTH 14-18 

NH 2 _His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH (12) 

15 

hPTH 9-17 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -OH (13) 
hPTH 9-16 

20 NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -OH (14) 

hPTH 9-15 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -OH (15) 

25 hPTH 9-14 

NH 2 -Hi s 9 -Asn 1 0-Leu 1 1 -Gly 12 - Ly s 1 3 -Hi s 1 4 -OH (16) 

hPTH 9-13 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -OH ( 17 ) 



30 



hPTH 24-37 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 - 
Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (18) 



35 
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hPTH 25-37 

NH 2 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 - 
Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (19) 

5 hPTH 26-37 

NH 2 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 - 
Ala 36 -Leu 37 -OH (20) 

hPTH 27-37 

10 NH 2 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 - 
Leu 37 -OH (21) 

hPTH 28-37 

NH 2 - Leu 2 8 -Gin 2 9 -Asp 3 0 - Val 3 1 -Hi s 32 - Asn 3 3 -Phe 34 -Val 3 5 -Al a 3 6 - Leu 3 7 - 
15 OH (22) 

hPTH 29-37 

KH 2 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH ( 23 ) 

20 hPTH 30-37 

NH 2 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (24) 

hPTH 31-37 

NH,-Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (25) 



25 



1 2" 

hPTH 32-37 

NH 2 .His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (26) 
hPTH 33-37 

30 NH 2 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (27) 

hPTH 24-36 

KH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 - 
Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -OH (28) 

35 
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hPTH 24-35 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 - 
Phe 34 -Val 35 -OH (29) 

5 

hPTH 24-34 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 - 
Phe 34 -OH (30) 

10 hPTH 24-33 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 - 
OH (31) 

hPTH 24-32 

15 NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -OH ( 32 ) 

hPTH 24-31 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -OH (33) 

20 



25 




Leu 7 11 AiLj 75 -Lya 26 -LyS S7 -LHU 38 -Glil 29 -Asp 30 --CM 



hPTH 24-29 Y 
NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -OH (3^) 



hPTH 24-28 £ 
NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -OH (Zff) 

0_j /%. Peptide nach Anspruch 1 JnnrVoflar a| die am N-terminalen 
30 Ende, in der Seitenkette und/oder am C-terroinalen Ende 

modifiziert sind in Form von Acetyl ierungs- , Amidierungs-^ 

Phosphoryl ierungs- und/oder Glycosylierungsprodukten, 
und/oder gebunden sind an Carrierproteine wie Hamocyanin, 
Thyroglobulin, Rinderserumalbumin, Ovalalbumin oder Maus- 
35 serumalbumin . 



